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Doel: 
Het verkrijgen van een bepalingsmethode voor glucosinolaat in dub-
belnul vari~teiten van kool/raapzaad (laag glucosinolaat en 
erucazuurgehalte). Tevens kan deze methode dienen als bepalingsmethode 
van glucosinolaat in kool/raapschroot t.b.v. denaturatie regeling van 
melkpoeder. 
Samenvatting: Het glucosinolaatgehal te kan berekend ,.,orden uit het ITC 
en VTO gehalte . 
Voor het bepalen hiervan bestaat een officieel ISO voorschrift (G.L.C. 
en spectrofotometrisch). 
Tevens is er een HPLC- methode ter bepaling van VTO. De genoemde metho-
den werden getoetst op de mogelijkheid om glucosinolaat t.b.v. dub-
belnul variëteiten en voor de denaturatie van melkpoeders te bepalen. 
Verder werd onderzocht of de ITC en VTO methoden gecombineerd konden 
,.,orden en of glucosinolaat via het glucose ge hal te bepaald kan '...orden. 
Conclusie: 
Zowel de interne ITC (GlC) en VTO (HPLC) methode zijn geschikt voor de 
bepaling van glucosinolaat in koolraapzaad t.b.v. dubbelnul vari~teit 
en in koolraapzaadschroot t.b.v. de denaturatie van melkpoeders. De 
interne VTO (HPLC) methode zal voor wat betreft absolute gehalten nog 
verder onderzocht moeten worden. De spectrofotometrische VTO bepaling 
is alleen te gebruiken voor de bepaling van glucosinolaat in 
kool/raapzaadschroot t.b.v. de denaturatie van melkpoeders. zo,.,el de 
gecombineerde methode als glucosinolaatbepaling via glucose blijken 
(nog) niet geschikt te zijn. 
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1 . Inleiding 
Het doel van dit onderzoek \.;ras een bepalingsmetbode te verkrijgen voor 
glucosinolaat in kool/raapzaad t.b.v. dubbelnul varieteiten d.w . z. 
laag erucazuur en laag glucosinolaatgehalte. 
Tevens bes taat de behoefte om glucosinolaten te bepalen in kool/raap-
schroot t.b.v. denaturatie van melkpoeder en veevoeders. 
Bepaling van het glucosinolaatgehalte in kool/raa pzaden is van belang 
omdat kool/raapzaad of het schroot daarvan verwerkt wordt in veevoe-
ders . Een te hoog gehalte aan glucosinolaat veroorzaakt maag- en darm-
storingen bij jonge dieren (b.v. baby biggen) . 
Bij de denaturatie van melkpoeder met kool/raapschroot dient het ge-
halte aan glucosinolaat hoog te zijn (ITC + VTO > 1,0% of dubbele hoe-
veelheid koolraapzaadschroot me t een gehalte van> 0,5%). 
Deze gedenatureerde melkpoeder mag namelijk voor jonge dieren niet ge-
bruikt worden. 
Er zijn verschillende methoden ter bepaling van het glucosinolaatge-
halte. Het principe berust op een enzymatische hydrolyse van het glu-
cosinolaat in allyl-, butenyl-, pentenyl isothio-cyanaten (ITC), 
vinyl-thio-oxazolidon (VTO) en glucose \olaarbij tevens z\.;ravelzuur vrij-
komt. Het vrijgekomen ITC en VTO kan nu bepaald \olorden en teruggere-
kend naar glucosinolaat m.b.v . factoren. 
In dit onderzoek \.;rerden de bestaande analysemethoden getoetst op de 
mogelijkheid om lage gehalten te bepalen. Ook werden de verschillende 
methoden vergeleken en werd onderzocht of analysemethoden voor ITC en 
VTO samengevoegd konden \.;rorden. 
Tevens ~.;rerd onderzocht of glucosinolaat via het vrijgekomen glucose 
bepaald kan worden. 
2. De bepaling van het VTO- gehalte. 
Deze bepaling kan met drie methoden uitgevoerd ~.;rorden namelijk m. b.v. 
HPLC, spectrafotometrie en G.C . 
2 . 1 !e_Ea_!_iE_g_ VTO_eE_ .!_T~-lleÈ_a.!_t~ .!!·È.·~·-H~L~ 
Van deze bepalingsmetbode is er een voorschrift van de laboratory of 
the Government chemist (zie bijlage 1). De laagst aantoonbare hoeveel-
heid is 200 mg/kg. Dit voorschrift werd na enkele wijzigingen overge-
nomen als intern RIKILT-voorschrift (zie bijlage 2) . 
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De laagst aantoonbare hoeveelheid is daarbij 10 mg/kg en dus bruikbaar 
voor het bepalen van dubbelnul variäteiten met max. 200 mg/kg gluco-
sinolaat voor wat betreft het VTO gehalte . 
Tevens werd de mogelijkheid onderzocht of ITC met behulp van HPLC 
bepaald kon worden . 
Hiertoe werd een ITC standaard ingespoten onder de condities van de 
VTO bepaling . ITC heeft bij eenzelfde golflengte als VTO zijn 
piekmaximum. ITC elueert echter gelijk met het oplosmiddel, zodat de 
bepaling van ITC m.b .v. HPLC niet gelijktijdig met VTO mogelijk is . 
2 . 2 ~p~ci_rofot~m~tri~c~e .È_e.E_aling_ van_het_VTO.::_g~hali_e...:. 
Deze officiele methode staat beschreven in een ISO voorschrift ( zie 
bijlage 3). Een vertaalde versie is weergegeven in een intern RIKILT 
voorschrift (zie bijlage 4 ). De minimaal aantoonbare hoeveelheid is 
ca . 500 mg/kg en dus niet geschikt voor dubbelnul vari~teiten. Deze 
methode is ~vel geschikt voor de bepaling van VTO in kool/raapschroot 
t.b.v. de denaturatie van melkpoeder (min. 0,5% of 1,0% ITC + VTO) . 
Opmerkingen: 
- Dij de meting is gebleken dat VTO in oplossing lichtgevoelig is. De 
kuvetten dienen dus niet in de lichtweg te blijven staan. 
- In het ISO voorschrift wordt gebruik gemaakt van een factor 8 , 20 bij 
de berekening . Dij controle van deze factor is gebleken dat los van 
de molaire extinctie coefficient, verliezen tijdens de bepaling een 
invloed hebben op deze factor waardoor dus een empirische factor 
verkregen ~vordt. 
Dij rechtstreekse meting van pure VTO in ether werd namelijk een 
factor van 7,29 gevonden. Indien echter VTO opgelost in water 
volgens voorschrift tweemaal met ether werd ui tgeschud \vas deze fac-
tor gemiddeld 8,28. Indien een standaard geheel volgens voorschrift 
werd behandeld werd voor de factor 33 ,7 en 24,7 gevonden hetgeen een 
recovery van 24% en 33% betekent. Hieruit kan geconcludeerd worden 
dat de standaardadditiemethode bij de spectrafotometrische bepaling 
niet gebruikt kan ~vorden . De oorzaak ligt waarschijnlijk bij de 
slechte oplosbaarheid van de standaarden . 
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2.3 !e.E.a.liE_g_V!_O_g!:_h~l.!_e_m...:_b...:_v...:_Q·~·-
Deze methode staat beschreven in het voorschrift van de laboratory of 
the Government chemist (zie bijlage 1). 
De in dit voorschrift beschreven kolom 5% OV 17 werd niet gebruikt. Er 
werd gebruik gemaakt van een kolom 3% OV 17 (1,5 m). Naar verwachting 
zou dit een betere scheiding moeten geven. Het VTO werd bij deze kolom 
echter niet voldoende gescheiden van het oplosmiddel. Tevens werd er 
veel storing ondervonden van pieken uit het oplosmiddel . Naar aanlei-
ding van deze slechte scheiding werd een andere kolom getest voor de 
bepaling van het VTO namelijk een silar 5 CP (3 m). Hier was ook geen 
scheiding tussen het oplosmiddel en het VTO. 
De bepaling van het VTO m. b.v. G.C. is dus met de door ons onderzochte 
kolomtypen niet mogelijk. 
3. Vergelijking van de HPLC methode met de spectrofotometrische VTO 
methode. 
Daar de spectrofotometrische methode de internationaal officiele 
methode is werd de HPLC methode hiermee vergeleken (zie tabel 1). 
Bij gehalten van + 0, 9% VTO \>lerd bij de fotometrische bepaling 
gemiddeld 0,03% minder gevonden. Om de twee methoden goed te kunnen 
vergelijken \>lerd het etherextract op beide manieren gemeten (foto-
metrisch en HPLC) tegen de standaard als referentie . 
De resultaten staan vermeld in tabel 2. De HPLC methode geeft nu be-
duidend lagere gehalten * 10%. Het vermoeden bestond dat bij de spec-
trofotometrische bepaling misschien ITC \>lerd meebepaald. Om dit te con-
troleren werd aan een monster butylisothiocyanaat toegevoegd en verder 
volgens voorschrift geanalyseerd. Voor de resultaten zie tabel 3. 
Hieruit kan geconcludeerd worden dat ITC niet meebepaald wordt. 
De HPLC methode zal dus nog verder ont\>likkeld moeten worden om deze 
aan te laten sluiten bij de offici~le fotometrische methode. 
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4. De bepaling van het ITC gehalte m. b . v . G.C. 
De officiele methode staat beschreven in een ISO voorschrift (zie bij-
lage 3) . 
Alvorens dit voorschrift te vertalen en weer te geven in een intern 
voorschrift '~erden de volgende proeven uitgevoerd: 
- blanco enzym: bij de bepaling van !TC in het gebruikte enzym (uit 
wit mosterdzaad) werd geen !TC aangetoond 
- interne standaard: onderzocht werd of er i n een monster ook stoffen 
voorkwamen die gelijk elueren met de interne standaard (butyl-
iso-thio-cyanaat) . Dit bleek niet het geval te zijn 
- "stoor" pieken: Na de ITC's elueren nog enkele andere stoffen . Deze 
bleken voornamelijk van het oplosmiddel afkomstig te zijn. 
Om onnodig tijdverlies te voorkomen dient na elke analyse de kolom 
uitgestookt te worden , door de kolom b.v. 10 min. op 200°C te 
brengen. De injektie en detektie temperatuur dienen hieraan aange-
past te worden 
- berekening van !TC gehalte: de berekening kan zowel via molmassa 
als met molmassa en theoretische respons berekend worden. In tabel 4 
staan enige resultaten waarbij de ITC gehalten op beide manieren 
berekend zijn. 
Hieruit blijkt dat het gehalte aan ITC op beide manieren berekend 
'"einig verschil oplevert . Gekozen '"erd voor de berekening van !TC 
m.b.v . molmassa en responsfactoren (berekening b). 
- incubatie temperatuur : onderzocht werd of een hogere incubatie tem-
peratuur een hoger gehalte zou geven . Hierbij werd in een monster 
blj 22°C en 30°C ITC bepaald (zie tabel 5). De incubatie bij 30°C 
gaf een iets lagere uitkomst . Een hogere temperatuur geeft dus geen 
hogere gehalten. 
- voorbewerking: omdat de voorbewerking van de monsters tijdrovend is, 
werd een monster schroot met en zonder ontvetten geanalyseerd. 
Resultaat: ontvette monster 0,309% en 0,298% ITC v .v .d.s. 
niet ontvette monsters: 0,307% en 0,304% ITC v .v .d.s. 
Het ontvetten van schroot is dus niet persê noodzakelijk voor de !TC 
bepaling echter het malen van een niet ontvet monster is aanzienlijk 
moeilijker dan een wel ontvet monster . Tevens wordt het gehalte vaak 
uitgedrukt in v .v.d . s . '"aardoor steeds een vetbepaling van het al dan 
niet ontvette monster nodig is. 
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- kolomkeuze: in het voorschrift staat iin type kolom vermeld namelijk 
een 10% DEGS (komt overeen met silar 9 CP). 
Er werd een proef uitgevoerd door acht monsters in te spuiten op 
verschillende kolommen met een iets andere polariteit . De kolommen 
gepakte silar 5 CP 
gepakte silar 9 CP 
Capillaire CP max. 57 CP . 
De resultaten staan vermeld in tabel 6 . 
Indien mogelijk heeft de capillaire kolom de voorkeur vanwege een 
betere scheiding en een korte analysetijd (±. 10-15 min.; gepakte 
kolom .±. 60 min) . \~anneer een capillaire kolom niet mogelijk is kan 
het best een gepakte silar 9 CP kolom gebruikt worden (betere 
scheiding t.o.v. 5 CP). Zie chromatagrammen in bijlage 5. 
Het ISO voorschrift werd een '~einig aangepast en opgenomen als intern 
voorschrift (zie bijlage 6). Het behulp van dit voorschrift \~erden 
enige monsters in duplo geanalyseerd (zie tabel 7 en 8). De laagst 
aantoonbare hoeveelheid is 20 rug/kg. Deze methode is dus geschikt voor 
de bepaling van dubbelnul variäteiten en voor de bepaling van glucosi-
nolaten in kool/raapschroot t.b.v . denaturatie melkpoeder. 
5. Gecombineerde ITC en VTO bepaling. 
Onderzocht werd of ITC en VTO bepaald konden 'wrden d.m.v. maar ién 
extractie. Hiertoe werd voor de gecombineerde methode het intern 
voorschrift voor VTO gevolgd met de volgende wijziging: 
- chloroform werd toegevoegd voor in plaats van na de incubatie. Aan 
de chloroform werd de interne standaard in dezelfde concentratie 
toegevoegd als bij het ITC voorschrift. 
Er werden 16 monsters (zie tabel 9) geanalyseerd op ITC en VTO m.b.v. 
de interne voorschriften en m. b . v. de gecombineerde methode. De 
resultaten voor de ITC bepaling staan vermeld in tabel 10, voor de VTO 
bepaling in tabel 11. 
Hieruit kan geconcludeerd worden dat de gecombineerde methode niet 
gebruikt kan worden voor de ITC en VTO bepaling . 
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Voor ITC was de range 0,04%-0,55%. De aangepaste methode gaf gemiddeld 
0,1% (absoluut) lagere gehalten. 
Voor VTO to~as de range 0, 02%- 0,96%. De aangepas te methode gaf gemiddeld 
0,1% (absoluut) lagere gehalten. 
6 . Bepaling glucosinolaatgehalte via glucose . 
Glucosinolaat wordt door het enzym mirosinase (uit wit mosterdzaad) 
gesplitst in ITC, VTO, glucose en zwavelzuur. Onderzocht werd of via 
een enzymatische glucosebepaling het glucosinolaatgehalte bepaald kon 
to~orden. Hiervoor werden de monsters (tabel 9) geïncubeerd volgens het 
intern VTO voorschrift. Het vrijgekomen glucose werd bepaald door de 
monsters zot.,el met als zonder enzym toevoeging te analyseren op 
glucose. De resultaten staan vermeld in tabel 12. 
Hieruit kan geconcludeerd worden dat glucosinolaat op deze manier nie t 
via glucose kan worden bepaald. Er werd tevens nog onderzocht of de .pH 
bij de incubatie invloed had op het resultaat . De blanco werd nu bij 
een lagere pH bepaald. Het is mogelijk dat e r in het monster wit 
mosterdzaad van nature aanwezig is waardoor de blanco bepaling veel te 
hoge waarden geeft. Dit gaf echter t.,el andere resultaten maar had geen 
beter resultaat tot gevolg (zie tabel 12). 
7 . Conclusie . 
De interne bepalingsmethoden voor ITC (GLC) en VTO (HPLC) zijn 
geschikt voor de bepaling van glucosinolaat in kool/raapzaad t .b.v . 
dubbelnul variëteit en de denaturatie melkpoeders. De interne VTO-HPLC 
methode zal echter nog verder onderzocht moeten worden voor wat 
betreft absolute gehalten. De spectrafotometrische bepaling van VTO i s 
te gebruiken voor de VTO bepaling in kool/raapschroot ten behoeve van 
denaturatie melkpoeders . 
De gecombineerde methode voor ITC en VTO alsmede glucosinolaatbepaling 
via glucose geven (nog) geen goede resultaten. 
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Tabel 1 
Vergelijking spectrofotometrische VTO bepaling met de HPLC methode 
RIKILT % VTO vetvrije droge stof 
nr. HPLC spectrofotometrisch 
19537 0,947/0,952 0,912-0,902 
19823 0,955-0,960 0,908- 0,875 
19842 0,866-0,897 0,829-0,828 
19978 0,864- 0,876 0,854- 0,846 
20202 0,889- 0,882 0,836- 0,827 
20380 0,947-0,952 0,896- 0,903 
20468 0,933-0,931 0,944-0,930 
20487 0,930- 0,922 0,901 - 0,903 
20517 0~906-0,905 0' 923-0 ~ 913 
gemiddeld: 0,917 0,885 verschil: 0,032% 
Tabel 2 
In etherextracten van spectrofotometrische bepaling zowel spectrofo-
tometrisch als met HPLC VTO bepaald, beide t .o.v. een standaardaf-
l~ijking 
RIKILT 
nr. 
25131 
25154 
25163 
gemiddeld: 
8348 .7 
% VTO vetvrije droge stof 
spectrofotometrisch 
0,787 
0,816 
0,412 
0,419 
0,709 
0,702 
0,641 
etherextract ingespoten 
op HPLC 
0,728 
0,742 
0,372 
0,370 
0,656 
0,636 
0,.584 verschil: 0,057% 
- 8 -
- 8 -
Tabel 3 
Wordt !TC bij spectrafotometrische VTO bepaling meebepaald? 
% VTO in vetvrije stof 
RIKIL'f 
nr. 
24227 
zonder toevoeging 
butylisothiocyanaat 
0,864 
0,856 
!TC toevoeging had dus geen effect . 
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met toevoeging 
butylisothiocyanaat 
0,853 
0,84'• 
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Tabel 4 Invloed berekening oe ITC gehalte 
Resultaten 12 rassen in enkelvoud . 
Ras naan Erucazuur% allyl I'IC % butenyl rrc % Pentenyl I'IC % tot. rrc% tot Gluco-
sinolaat % 
Liragold a. 51,0 0,001 0,340 0,077 0,418 1,271 
b. 0,001 0,346 0,070 0,417 1,268 
Emerald a. 50,2 0,001 0,380 0,042 0,423 1,291 
b. 0,001 0,387 0,038 0,426 1,300 
Velox a. 43,0 0,001 0,300 0,083 0,384 1,167 
b. 0,002 0,305 0,075 0,382 1,161 
Akela a. 41,7 0,001 0,203 0,074 0,278 0,843 
b. 0,001 0,206 0,067 0,274 0,831 
Windal a. 47,8 0,002 0,303 0,076 0,381 1,160 
b. 0,003 0,308 0,068 0,379 1,154 
Blako a. 42,7 0,002 0,323 0,096 0,421 1,277 
b. 0,003 0,329 0,087 0,419 1,271 
Jet Neuf a. 0,5 0,001 0,398 0,111 0,510 1,548 
b. 0,002 0,405 0,101 0,508 1,542 
Primor a. 0,2 0,001 0,390 0,049 0,440 1,345 
b. 0,001 0,397 0,044 0,442 1,351 
Quinta a . 0,3 0,001 0,239 0,054 0,294 0,897 
b. 0,001 0,243 0,049 0,293 0,894 
Coriander a. 1,6 0,001 0,290 0,051 0,342 1,042 
b. 0,001 0,295 0,046 0,342 1,042 
Expander a. 2,8 0 0,240 0,003 0,243 0,749 
b. 0 0,244 0,003 0,247 0,761 
Orma a . 47,6 0 0,415 0,086 0,501 1,525 
b. 0 0,423 0,078 0,.501 1,525 
bereken:i.[\g a 
115,19 x Së x m (99,15 x Sa+ 113,18 x Sb+ 127 ,2 x 0,9 x Sp) 0,1 
berekening b 
Se x m (1,2 x Sa+ Sb+ 0,9 Sp) 0,1 
Resultaten in % op vet vrije stof 
a. is berekening zoooer rekening te oot.rlen met responsfactoren 
b. is berekend rekening ooooend met responsfactoren. 
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Tabel 5 
Invloed incubatietemperatuur op het ITC gehalte 
Incubatie 22°C 
Allyl Butenyl Pentenyl totaal !TC 
analist A B A B A B A B 
0,001 0,001 0,239 0,244 0,055 0,056 0,295 0,301 
0,001 0,001 0,230 0,236 0, OSL1 0,050 0,285 0,287 
x 0,001 0,001 0,235 0,240 0,055 0,053 0,290 0,294 
Incubatie 30°C 
Allyl Butenyl Pentenyl totaal !TC 
analist A B A B A B A B 
0,001 0,001 0,228 0,212 0,048 0 ,043 0,277 0,256 
0,001 0,001 0,225 0,232 0,047 0,048 0,273 0,281 
x 0,001 0,001 0,227 0,222 0,048 0 ,046 0,276 0,269 
Resultaten in % vetvrije droge stof 
Incubatie bij hogere temperatuur gaf dus geen hogere gehalten. 
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Tabel 6 
Kolomkeuze voor !TC bepaling m.b.v. GC 
% ITC in vetvrije droge stof 
monster gepakte kolom 
nummer silar 5 CP si lar 9 CP 
1 0,413 0,406 
2 0,402 0,393 
3 0,397 0,391 
4 0,383 0,374 
5 0,295 0, 288 
6 0,374 0,379 
7 0,291 o, 285 
8 0,392 0,384 
Voor chromatogrammen zie bijlage 5. 
8348.11 
capillair 
CP wax 57 CB 
0, 397 
0,390 
0,395 
0,369 
0,291 
0,379 
0,283 
0,383 
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Tabel 7 
Bepaling !TC m.b.v. GC 
Rassen kool/raapzaad voor ISO thiocyanaat 
Naam Allyl Butenyl Pentenyl tot. ITC erucazuur vocht olie 
uitkomst 1) 1) 1) 1) 2) 3) 3) 
in % 
Akela 0,001 0,186 0,079 0,266 41,1 8,5 36,6 
0,001 0 ,1 67 0,066 0,234 
A 21 0,002 0,205 0,065 0,272 47,9 7,8 34,1 
0,001 0,203 0,064 0,268 
BAR BN 80, 0 0,123 0,025 0,148 53,3 8 ,4 41,6 
RK 26 0 0,132 0,023 0,155 
Bar BN 0 0,151 0,026 0,177 50,0 8,6 42,8 
80 , V23 0 o, 108 0,031 o, 139 
D10-79 0,001 0,231 0,075 0,307 0,8 8 , 5 40,9 
0,001 0,221 0,075 0,297 
JN 404 0 0,032 0,015 0,047 < 0,1 9,0 43,5 
0 0,042 0,013 0,055 
Jet Neuf 0,001 0,295 0,069 0,365 0,5 8,4 41,5 
0,001 0,305 0,062 0,368 
HOH BN 0,001 0,143 0,034 o, 177 43,2 9,0 41,8 
73 0,001 0,178 0,041 0,220 
R 33 0 0,112 0,061 0,173 < 0,1 8,2 43,2 
0 o, 143 0,071 0,214 
1) op basis vetvrije stof 
2 ) op oliebasis 
3 ) op oorspronkelijk monste r 
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Tabel 8 
Bepaling ITC m.b.v. GC 
RIKILTnummer 
19356 
19383 
19537 
19823 
198ll2 
19978 
20202 
20380 
20468 
20487 
Tabel 9 
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% ITC in de vetvrije droge stof 
0,390 - 0,391 
0,389 - 0,386 
0,393 - 0,388 
0,391 - 0,385 
0,369 - 0,365 
0,374 - 0,378 
0,358 - 0,359 
0,398 - 0,398 
0,395 - 0,399 
0,398 - 0,404 
Monsters kool/raapzaad voor ITC/VTO 
Namen en land van herk01nst 
nr. Ras typenr. Land van he rkomst 
1 Jet Neuf s 1. 026 Frankrijk 
2 Buko (rapa) 517 BRD 
3 Perko (rapa) 668 BRD 
4 D 10/79 s 030 BRD 
5 Jet Neuf 332 s 22.032 Frankrijk 
6 Jet Neuf 404 s 033 Frankrijk 
7 l>iiranda 801 BRD 
8 D 1/81 802 BRD 
9 Texi (rapa) 704 BRD 
10 Noko (rapa) 703 BRD 
11 D 10/79 oogst '82 BRD 
12 Jet Neuf oogst '82 332 Frankrijk 
13 Jet Neuf oogst '82 404 Frankrijk 
14 Belinda oogst ' 82 BRD 
15 Jet Neuf Frankrijk 
16 Belinda s 030 BRD 
8348.13 - 14 -
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Tabel 10 
Vergelijking ITC methode met gecombineerde me thode 
Hansternummer methode a 
zie tabe l 9 ITC Glucosinolaat 
1 0,287 0,901 
2 0,353 1,108 
3 0,480 1,507 
4 0,240 0,754 
5 0, Ol10 0,126 
6 0,025 0,079 
7 0,294 o, 923 
8 o, 198 0,622 
9 0,522 1,639 
10 0,553 1,736 
11 0,399 1,253 
12 0,045 0,141 
13 0,042 0,132 
14 0,390 1,225 
15 0,423 1,328 
16 0,190 0, 597 
Resultaat in % op vetvrije droge stof 
methode a = normale ITC methode 
methode b = gecombineerde methode 
methode b 
ITC Glucosinolaat 
0,300 0,942 
0,311 0,977 
0,318 0,999 
0,156 0,490 
0,015 0,047 
0,013 0, OL1l 
o, 211 0,663 
o, 129 0,405 
0,384 1,206 
0,312 0,980 
0,269 0,845 
0,01 5 0, OLI7 
0,015 0,047 
0,250 0,785 
0,280 0,879 
0,049 0,154 
glucosinolaat (4,0 x allyl + 3,1 x butenyl + 2,6 x pentenyl) x 0 , 1 
8348 .14 - 15 -
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Tabel 11 
Vergelijking VTO methode (HPLC) met gecombineerde methode 
Nonstermunmer methode a methode b 
zie tabel 9 VTO Glucosinolaat VTO Glucosinolaat 
1 0,960 2,755 0,750 2,153 
2 o, 160 0,459 0,090 0,258 
3 0, Ol12 0,121 0,014 0,040 
4 0,690 1,980 0,460 1,320 
5 0,019 0,055 0,024 0,069 
6 0,015 0,043 0,018 0,052 
7 0,600 1,722 0,390 1,119 
8 0,410 1, 177 o, 180 0,517 
9 0,250 o, 718 0,240 0,689 
10 0,022 0,063 0,020 0,057 
11 0,830 2,382 0,680 1,952 
12 0,034 0,098 0,015 0, Ol13 
13 0,034 0,098 0,033 0,095 
14 0,830 2, 382 0,650 1,866 
15 0,900 2,583 0,680 1,952 
16 0,190 0,545 0,082 0,235 
Resultaten in % op vetvrije droge stof 
methode a = normale VTO methode 
me thode b gecombineerde methode 
Glucosinolaat VTO x 2,87 
8348 .15 - 16 -
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Tabel 12 
Bepaling glucosinolaat via het glucosegehalte 
% glucose % glucosinolaat 
Honster monster monster zon- via glucose via ITC + 
nr met enzym der enzym 
1 3 , 851 3,628 0 , 223 0 , 453 3 , 656 
2 2,677 2 , 896 1 , 002* - 0 , 219 - 0 , 445 3,400** 1 , 567 
3 3 , 187 3 , 027 o, 160 0,325 1 , 628 
4 3 , 305 3 , 179 0,126 0 , 256 2 , 734 
5 1 , 555 1, 632 0,779**- 0 , 077 - 0,156 1 , 575** 0,181 
6 1 , 617 1 , 657 - 0 , 040 - 0,081 0,122 
7 3,482 3 ,1 70 0 , 312 0,633 2 , 645 
8 3 , 472 2 , 151 1 , 321 2,682 1 ,7 99 
9 2 , 285 2,081 0,204 0,414 2 , 357 
10 3 , 151 2,940 0 , 211 0 , 428 1,799 
11 3,655 1, 761 1 , 89'• 3 , 845 3 , 635 
12 1 , 556 1, 530 0,026 0 ,053 0 , 239 
13 1 , 532 1, 539 - 0 , 007 - 0,014 0 , 230 
14 3 , 573 3 , 371 0 , 202 0 , 410 3 , 607 
15 3, 762 3 , 562 0 , 200 0 , 406 3 , 911 
16 3,378 3 , 254 0 , 124 0 , 252 1,142 
* Som van glucosinolaat verkregen door middel van de bepaling van ITC en 
VTO volgens de interne voorschriften (Tabel 10 + 11 , methode a). 
** Bl anco bij lagere pH bepaald 
glucosinolaat = A glucose x 2 , 03 
Het enzym bevatte 4 , 1% glucose 
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l'h l!J r:1cth~d d-:-.scri bes n pt.S-) j <:Uid ch!"c:!':',ë)t0C!"b p~1ic und e hi[h j·~!' f"r .. :·r::;;,!.C f ! 
JiC:uiè chro~ator.rnphic proccdure ~or th e determin~tion of viny} cx~ zol i~ine­
fc"èinrs~uf~G. ïb Cc-t-:Ji/>; At>-:~-!: c( d-!.!:t~lr.";,./.!~ lJ' 
~ . 1 [ir_.':>.t petrole u--:1, boil i nt; r anee ~0-60°C and é: 
bromine valu~ ) ess th~n 1. 
; .?. Cr.lorofor~ . 
. -
.· . "" 
Citric ac id solut ion: &is.so l ve ? .10 G of citrjc ecid monohydr~ te i n 
Di .sodi urn hvdror:en o1Jos :-.hë te s ol ut ion: 
... - . . 
ói s solve 7 . 16 c of ~i~odiu~ 
hydrase n phosr·hate doà ? cnhydr.ate in \:ater- élnd è::i. )ut.e t o 1CYJ :;,) \-'ith 
. ,_ 
-.:<:;ter . 
;'> .) Du!"fcr solution , pH 7.0: mix 82.lJ ml of èisoè.iu::J h,vdror;cr, pho.:;phr. tl' 
.solulion ().11) \o.'ith 17.6 ml o f cHric eci d soJution ( ~ . ;:. ). 
~ . 6 ~hit e rnu~tard (S i nDpis é: lba )~ : t!hole seeds no l more t han 
2 years old. Befere us~ crind fine ly and remave o:i .~ and fa t by colè 
ex~raction with · · 1 it;ht pet rol e.ur.i . T.:!e prepared eround rr.u.:.tard 
mus t contain ac t i ve thi oc,lucosidasc (inyrosinase) e...'1d not more th2n 
500 r..[..ÎK.G VOT. 
).7 Stanè<!rd s ubs t ance : pure vir.yl oxazolidine - thi one . 
3.8 Standard solution: ~eigh to the nearest 0 .1 m~ , 25 m[ of pure 
vinoxnzo}idine-th i one (,3 . 7 ). P iss olve in c~)oroform (3 . 2) in û 5~ ~1 
~. 1 
['rad~.;c.:cè flask , r.~ ::.Y.e un ._o volu ::.e "')-:-.h th"' ~ r, ..... -:- ~.o)v e;-;: 2::è r.:ix . 
i ~l of this saluti on conl ain s 500 u ~ of VC~ . 
Labara t ory mil l o r rrinde r. 
Water ba th controlled at Y5°C. 
I 
C ~ ntrifur,e tubes , CCpöcl ty 100 ml: '1-lith e fJ}ci en t Gtoppers . 
Gns chromotot;rnph s uitobl e f or on-column inject:ion f i tt ed wilh a 
flame ionizntion de t ec t or. 
-. 
! 
i 
I 
•· 
• 
~.4.1 C0)u::-~n; r~~.ss interniJl diw:-.t.<CT 2-G nr::, ;tnc! :•.r:r:Lh 1.::,-?.~ .... 
~.~.2 Support:'ec:id •.:as hed end .s:ilanized 
(er. Ga5 Chrom Q or Dütomilc c~). ~if.:sh ~;:izc:J of W-'ICO 
(1~-·190 r:J:icron~J) end 100-120 (125-.1)0 micron:~) &:-e su)t.otlP.. 
~.4.3 Stationnry phase: 5~ OV 17 
~.Lj,Lj Co)u;;)TI tenperature: J.. tcm;·t~r:üurc of 160 to !7.)°C 1.5 
rc.·cor.;;;)t':nded. 
Lj.~.) lnjccto:- di:-c-cl on-colun.n inj~ction :i!j n.-co:-;,r.;c:nèt-è. 
4,11.6 Dctecto::- - thi~ should be rr:flinteint=>d et Je<.~st 2G°C Dbovc tbc 
tcnpcraturc of th~ colunn. 
I !; c • 't 1 - 1 ~. ·.7 arr1er ~as- n1 rogen, f o..", rate of YJ ml min 
1.,.5 Hi[f:·performance liquid chrcr.:atot:;rnph ~:.v.sten 
!J.5.1 Column: ateinless steel, internul diameter ~.6 t1m and 
lcn~th 15 c::~. 
4.5.2 Co)u;;,n pacY.i!l[; materi<:il: ~(/,·cCl.) élveraee partiele oize 5 pm. 
(cc Purtisil ~. Lietrosorb SJC GO QfSphcr:isorb 5). 
1.;,5.3 l!PLC r.:obile phé.tse: 2,2,~-Tr:ir'!leth;vlpenL;::ne/E:hanol 1.;:1, 
delivered at e flo~-rate of 1 ml ~in- 1 . 
L.).L, D~tector: ou:i.t-at>1c u~trev:ioh·t absorpt:ionJcler operot.l.nE 1n the 
Te[ion of 245 nm~ 
Procedure 
c ... 
_, . . Prep~ration of the sa~ple 
G:·:i !1d f3 sanpl e port ion so the t i t pesses throuE"h a 1 mm 61eve "'i thout 
:-es i due. Th ::is operat<ion should be carried on~ es rapicl.ly as possi ble 
nnd preceutions taken to avoid the seneretion of excesoive heat. 
~nbl~se th~ [round sample without further delay. 
~.2 Pr~u~ration of e~trects 
~cigh to the ncarest 0.005 g, approximately 2.Q g of the prepared 
s~mple (5.1) and transfer to a centrifvee tube (~.3). Samples ~hjch 
contain l'i'Ore th2n 5% of crude oiJ. shoulC", b e èefatted t>y addine; 25 ml 
of· lir;~t !le~_roleu!'!\ (3.1), rr.i:xinr, anc\ Ehakine. for?- 3 
. .. 
m1nu .. es. ~llo~· to 5e~ tle, eentri fll[e anè dccent thc otlJ•crnó lant ) 2yer . 
~dd e further portion of 25 ol of }j[hl petroleum 2nd mix, 
sh3ke anà <::entrifu13e as b~!'or':?. P~can~ the s \lper.notant layer end 
renave ~he lost tÄa<::es of so~v ent in a cur~ent of air until the test 
po r ti on is dry Bnd frinbl e . 
Add 15 .0 ml of buffer~oluti on (3. 5 ) a nd 0.20 g of white muctard ( ) .6) 
accurately weighed to the n ea rest 0.01 C· Stopper lhe cenlrifuee tube 
-2-
I 
I 
.. 
:'.t-C \;IC)_y LrH~ ~h "}-.~ b;o h:, nC U:1tll U,\~ .St-l ) à f:.5ll,_•;- ) :; CÎ.:;j.~r:; ,~t!. 
TrHns fe:- ~~~ tube to o wc lei bAth Gnint~ine d at ~ ~°C (4. ?) an d J~~ve 
to stond for 90 minutc5. a~~ove th~ tuh~ fro~ th c Lbth an~ ~l~o~ to 
cool. Add by .pipette ÏiO . O ml of chlorofor~ (3.2) And sh<.:Y.e th ~-: 
s toppen~d tube v:icorously b)' hf3nd for t-...·o minute s . CentrifvEe until 
thc seperated laycrs ere cleur. Rcmove part of the chloroforr.. )~yer 
to a dry s teppered tube and re~ain for th f' chro~ato[.rélph.)' wh:ich 
s~ould b c carried out without unneccssnry delay. 
:<; Dder~in:~tion 
5-3.1 Uy Gn 5 Chromntor:-a),!Jy 
Inject 5 . 0 ~1 of extrcct oLtained in (5.2) into the ~as 
.chroma tocraph end neasure the heieht of the VOT peek . L~ t~r~ine 
t!'le concentratien of VOT. (pr per ml) in thc extract by referc:ncc 
to the calibration c urve ( 5. ~.1) . 
5 . 3. 2 By Hich ?erfor~?.nce Liquid Cr.r.omatofn'lphy 
Inject ~.0 ul o f c>:tract ob t aineè in (5 .2) onto the i-PLC co)urr:n 
and rn~csurc the hcicht of thP VOT pe&k. De lermine th~ conctnl-
ration o f VOT (~f ~er rnl) in the ex t ract by reference lo the 
ca)ibret i or, c u rve (~ . 4.2). 
5.4 C::l i bra ti on curve 
5. 4. 1 By Gas Chroi:'.alofraphy 
lnto a seri es of 25 ml t;r aèuP. t cd flasl-.s add by pipet te 1 . 0, 2 .0, 
Lj . O , 6 . 0 and 8.0 ml of VOT s t a ndard .solution (3. 8) and rf:eh- up 
to the mark with chloro form ( j . 2 ). These solutions cont&in 
rcspectively 20.0, ~0.0, Bo .o, 120.0 end 160.0 pg of VOT p er 
ml. 
Inj ec t 5 .0 ~l o f eac h s tanàa rd into the GaS chromator,roph an d 
meesure the hei shts of the VOT peaks. Plot a ereph of peak 
h eit;ht a,sa5.ns t c oncen tretion of VOT ()J E; per ml) i n t he s t211dard 
solutions . 
5 . !;.2 By High Per fo rrr.nnce Li quid Chromatot;raphy 
Prenare a series of VDT. standarós as in (5.~.1) anà injcct ~.0 
plof each solution on:o the HPLC co ) ur.o:î. t \c<Jsure U,f:- hei[hts 
of the VOT peaks e.:1d pJ.o t a srDph of peeY. h e:it;ht egainst 
concentratien of VOT (pG per ml) in th e stanèard so) utions . 
5 . 5 Blenk t es t 
CtJrr)' ou t a blank t es t u sin& the proceèure described in ( ) . 2) end 
, 
omitt ing only the sar:rolc . Allow for this in the calculation o f the 
results. 
. -3-
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Thc> VCT co:-.tcn t of th~ feed in r..r./kr. i~ [i ven by t:,r_· fc,rf"ö!u:a: 
\\.(;] J l iJ; i ~
l·:rn~r~ C = concentrat:ion of 'lOT in ur, per r.ll as dt?terMir.c:d fl ·om tbe 
cdlibration grAph 
W w05[ht of 5t~?l~ 1n gra~s. 
J..r1 D~l·.'rn;,tive sta tionary pha!3C for f:é! S chromalO[J'û)·hY i~ EG!::.S- Y.. 
E:)·"·cvcr so::iC' fecès [étVe interferinc pe:::sY..s on this colurr.n unèer tl1e 
cunditions testcd. 
0 U!: i :1g t !'Je ·foll oh·inc c~s chrcnatocraphic columns at 165 C: 
co)u::: r: 1: :ffi OV. 17 on Di.a toni te CLQ ÛJ-100 mr. ~h 
co) ur.:n 2: 1~ EG.SS-X on D~ a t omi te CLQ eo-108 n.esh 
thc relention lim!s o( VOT ~e r e found to be: 
co}ur.o:-: 1: 
colu rr.n 2 : 
9 . 0 mi n 
8.0 ITI1!1. 
U~) llf) the ;,"')}cn·:inr. HPLC columrl: 
~ichrosor~ SL b9~he ret e ntien time 
I 
.. o. VOT .,.;as f ound to be 7. 5 min . 
INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. 71 D 142 
le oplage (1983-02-16) 
OLIEZADEN EN OLIEZAAD RESIDUEN - BEPALING VAN VINYL-THIONE-üXAZOLIDINE 
(VTO) MET BEHULP VAN HPLC 
Ve~zendlijst: bibliotheek (5x), sekto~hoofd, afd . Normalisatie, afd. 
Akket"bouw (4x). 
D142.0 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR . 71 D 142 
1e oplage (1983-02-16) 
Oliezaden en oliezaad r es iduen - Bepaling van vinyl-thione-oxa zolidine 
(VTO) 
1. Toepass ingsgebied 
tf' 
Deze methode beschrijft de bepaling van ~enyl-thione-oxazolidine (VTO) 
gevqrmd door enzymatische hydrolyse van glucosinaten in oliezaden, 
oliezaads chroten e n diervoed e rs. De methode is bruikbaar voor het 
be palen van gehalten va n minimaa l 10 mg/kg. 
Aanwezige vrije VTO wordt me t deze methode meebepaald. 
2. Referentiemethoden 
ISO 659 Oilseeds - Dete rminat ion of hexane extra ct (or light petroleum 
extrac t), called "oil content". 
I SO 664 Oilseeds - Reduc tion of contract samples to ana lys is samples . 
ISO 734 Oilseed residues - De termination of hexane extract (or light 
petroleum extrac t) , called "oil content". 
3. Principe 
Na he t verwijd e ren van de olie of vette n (ontvetten) van het oliezaad 
of het oliezaadschroot, enzymatische hydrolyse va n de glucosina t e n en 
extrac-tie van het VTO met chloroform wordt het VTO bepaald met behulp 
van hogedrukvloeistofchromatografie. 
4. Reagentia 
Alle reagentia die nen van p .a. kwaliteit te zijn. Onder water wordt 
verstaan gedestilleerd water. 
4.1 Chloroform. 
4.2 n-Hexaa n of als dit ontbreekt petroleume ther (kooktraject 40 tot 
D142.1 
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4.3 Fosfaatbufferoplossing pH 7, in de handel verkrijgbaar, of bij-
voorbeeld een oplossing als volgt bereid: 
Schenk 35,3 ml van een 0,1 M/1 citroenzuur (C6H8o7 .H20) oplossing 
(21,01 g/1) in een maatkolf van 200 ml en vul aan met een 0,2 M/1 
oplossing van dinatriumhydrogeenorthofosfaatdihydraat (Na2HP04 .2Hz0) 
(35,61 g/1). Meng, controleer de .PH en corrigeer indien nodig door 
toevoeging van extra citroenzuur danwel het dinatriumhydrogeenfosfaat. 
~ 
4.4 Enzym, bereid uit wit mosterdzaad (sinapis alba L) . 
Maal kiemkrachtige witte mosterdzaden zodat tenminste 80% een zeef van 
280 )Jm passeert . . 
Verwijder de olie of het vet met behulp van een koude extractie met 
hexaan (4.2). Voer de extractie zo uit dat niet meer dan 27. olie in 
het produkt overblijft en zodanig dat de temperatuur van de zaden niet 
boven de 30°C komt. 
Verwijder resten oplosmiddel bij kamertemperatuur, bij voorkeur met 
behulp van een zachte luchtstroom. 
Bewaar het aldus bereide enzymmonster bij 4°C in een hermetisch geslo-
ten glazen fles . 
Onder deze omstandigheden is de houdbaarheid 6 weken, maar het ver-
dient de voorkeur om het enzymmonster vers te bereiden. 
Er dient een blanco bepaling uitgevoerd te worden daar het enzym ook 
VTO bevat. Dit gehalte mag niet meer zijn dan 500 mg/kg . 
. 4.5 VTO standaardoplossing 
Los op 20,00 mg VTO in . chloroform en vul aan tot 200 ml; bewaar.bij 
4 °C. 
4.6 Iso-octaan. 
4 . 7 Et ha nol. 
5. Apparatuur 
Gebruikelijke laboratoriumbenodigdheden alsmede: 
5.1 Apparatuur voor de monstervoorbereiding. 
5.1 . 1 Zeef met maaswijdte 280 )Jm . 
0142.2 - 3 -
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5.1.2 Soxhletapparatuur om olie en vet te extraheren volgens de 
methode beschreven in ISO 659 of een schudkogelmolen (Prolabo) zoals 
beschreven in ISO 734. 
5.1.3 Droogoven instelbaar op 103 + 2°C. 
5.2 ·Apparatuur voor de bepaling van VTO. 
5.2.1 Hogedrukvloeistofchromatograaf (b.v. Waters 6000 A). 
5.2.2 Sampleloop van 10 ~1. 
5.2.3 Kolom: lengte 15 cm, inwendige diamter 4,6 mm gevuld met par-
tisil 5 ~m + voorkolom. 
Flow: 1,0 ml/min (± 550 PSI) . 
5.2.4 Eluens: iso-octaan/ethanol 4/1 (v/v). 
5.2 .5 Detektie: UV spektrofotometer (b.v. vari-chrom VUV-10) 245 nm. 
Absorbance Range Or05. 
5.2.6 Thermostaat 30°C. 
6 . Werkwijze 
6 .1 Voorbereiden van het analysemonster. 
6 .1.1 Oliezaden 
Neem, na verkleinen van het laboratoriummonster volgens ISO 664, ca . 
10 g van het monster en ontvet het volgens de ·methode in ISO 659. 
Maal, na het ve~ijderen van het oplosmiddel , zodat tenminste 80% van 
de korrels de zeef passeert. 
Dl42.3 - 4 -
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6.1.2 Oliezaadsch~oten 
Ontvet 10 g van het oliezaadsch~oot doo~ middel van de p~ocedu~e 
besch~even in ISO 73/j. 
Na het verwijde~en van het oplosmiddel, indien nodig malen zodat ten-
minste 80i. van de ko~~els de zeef passee~t. 
6. 2 IJklijn 
Pipettee~ uit de standaa~doplossing respectievelijk 1, 3 , 5, 10 en 15 
ml in een maatkolf van 200 ml, vul aan met chlo~ofoDm en meng. 
Analyseer deze standaa~d~eeks onder de omstandigheden zoals genoemd in 
5.2. Zet de gevonden piekhoogten uit tegen de corresponderende 
~g VTO/ml en t~ek een ~echte lijn door de meetpunten . 
6.3 We~kwijze 
Weeg af 2 g van het analysemonste~ tot op 1 mg nauwkeu~ig in een 
e~lenmeyer van 100 ml voo~zien van slijpstuk en stop. Voeg toe 15,0 ml 
buffe~oplossing en 0 ,2 g van het enzymmonster (op 1 mg nauwkeurig). 
Sluit de kolf en schud met de hand tot al het vaste mate't"iaal 
gedispergee't"d is. Plaats de kolf gedu't"ende 1112 uu't" in een waterbad 
van 45°C. Ko.el af, voeg toe 50,0 ml chlorofoDm en schud de gesloten 
kolf krachtig met de hand gedu~ende twee minuten. B't"eng de oplossing 
ove't" in een centrifugebuis en cent~ifugee't" 10 min (4000 't"pm). Zuig de 
bovenstaande wate't"laag af en filt't"ee~ de chlo't"ofoDm ove~ een 0,2 ~m 
filter (b.v. Acrodisc-Cr) . Het filtraat is nu, na eventueel verdunnen, 
geschikt voor de HPLC analyse. Injekteer 10 ~1 en meet de piekthoogte 
van de VTO piek. 
7. Be't"ekening van de resultaten 
7.1 VTO-gehalte 
piekhoogte VTO (monster + blanco enzym) -
waarbij 
A toegevoegd enzym in grammen 
B piekhoogte enzym pe~ 0,2 gram 
F eventuele verdunningsfactor . 
Dl42. 4 
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Bereken met behulp van de ijklijn de corresponderende ~g/ml. 
Het gehalte in mg/kg vetvrije monster is equivalent met: 
E x 50 x F 
G 
waarbij 
E ~g VTO/ml chlorofolill verkregen uit de ijklijn 
G afgewogen monster in grammen 
F eventuele verdunningsfactor. 
7.2 Het resultaat wordt uitgedrukt op de vetvrije droge stof, danwel 
het oorspronkelijk monster. 
Verantwoordelijk: drs B.G. Muuse c. 
Samenstellers/Medewerkers: M.L . Es sers, L.M . H . Frijns 
Dl42.5 Es /W 
_ ... 
- . 
OflA~l lf'-'1 LnNAliO NAL S l ANDARD I S 0 I D I S rY"..x.M 
\ 
Oilseeds and oilseed residues Determination of 
isothi·ocyanates and vinyl thiooxazolidone 
I 
1 Scope an d fïeld of applicat ion 
-· This Inte rna tional Standard srecifie0 methad fo r th e deler-
mination of the isothiocyanatcs IITÓ and vinyl thiooxawlidone 
(VTO) pwduced by the enzymic hyd ralysis of glucosinolates in 
~'*!ds and oilseed residues of co\za and rapeseed. ' 
. . 
Undor the operating condi tions d escribed, the me thod does not 
a llow de tvminntion of free isothiocyanate~ and fr ee vinyl 
thiooxazolidone. 
1t a lso g"oves. in an anneli:. , a methad of d e termining isothio· 
cyanates by a r gentimetry which may he s ubs titut cd lor the gas 
dorama tographic mcthoc. by agreemen t L>etween the ranic~. 
l his rnelhod ÎS nOUJ.U11icablc, however, 10 Oilsecds OI oiiseed 
residues having Ïow gh-r-osinates contcnts. ,; ' 
, . 
2 Raferences 
1) ISO 659. OH,eed' - Dere,m;nation o f h exane nuacr.for Hghl 
~~ p:cum extract), ~I/cd "oil content ". . 
I ·~ 64. Oilseeds - Redvetion of contracT samples to Dnalysi~ 
:sà .. ,plcs. 
ISO 734, Oifsecd residues - Detetmination of hexane extract 
(or light p cuoleum extract), called "oil content". 
3 Principle 
Af t er remaval of the fats a~d oil (de-faning ) if n ecessary, and 
drying of the oilseed or oilseed residue, enzymatic hydra lys is of 
the glucosinolates,· eruaction of isothiocyanates with 
dichloromethane and of vinyl thiooxazolidon e with · die thyl 
ether. 
"Octermination of t hc n c by gas chroma tography and o f the 
VTO by ultrav!olet spectrophotometry . 
. ·, 
4 Reagents 
The reagents shall be o f recogniwd analy1ical quality and the 
water u sed shall b e dislilled water or water of a lloas t equivalent 
purity. 
"' · 4 .1 Reagents f o r determination of JTC 
4 .1.1 Dichlorom othane. or. failing t his. chloro form . 
4.1.2 n -H oxane. or , failing this, ligh t pe tr olcum ll•O Lonp 
range 40 to 60 °C). 
4 .1.3 B uff e r salution of rH 7. comrnerciallr availahh:. o r. l o1 
example , a salution prcparcd as follows : 
Pour 35,3 mi of 0, 1 mol/I citr ic acid 1Ct;H80 7.H10l salution 
(2 1,01 g/1 solution) into a 200 mi one-mark volumetrie flask and 
make up to t he mark with a 0.2 mol/I solu :ion of dosadoum 
hydragen orthophosphate dihyd1ate (Na1 HPOL 2H70l 
(35,61 g/1 solutionl. Check the pH and, if n ccessar y, acijust. , -
41 .1 .4 Enzyme sourco, prepared fr om white mustard seeds 
I Sinapis a/ba l).ll 
Fincly grind the white musta~ seeds so tha t at least 00 % will 
pass through a sieve of aperture s ize 280 ~m. · 
Remave the oil and fat f10m the grindings using cold h cxane 
or, failing this , cold light petroleum (4.1.21. Q3rrying. out t he 
extraction using an apparatus which wiJl permit ex1raction uniÎI 
not more than 2 % of oil t emains in the produel and wit h a u: 
the t e rnpcra ture exceeding 30 °C, for exarnple a doublt~ vtalled 
Saxhiel apparatus. or by carrying out elClractions by g•indong 
with hcx.ane in a microg1inder caoled by running w a ter. 
Remave traces of solvent at ambic nt t cmpcrature, prclcra!.Jly 
u s ing a slight current of a ir. 
S tor e the e n zyme souree thus obtained at 4 °C ~n a h crTnetÏQ3ll y 
sealed glass bollle. In t hese condi tions, it can bekepifora bou t 
6 w eeks. but it is preferabie to u se a fr eshly prcpared cmrrnr 
source. 
11 UM~ ~d ön which m01e than BS% o f the grains should grrrninate in less than n h . 
• 
1t is recon onot•llót-d that a l oÎ(In~ li'Stbc pcrlo~rn<.!d I u On!.urc that 
th e amyrne wu rcr does n ol contain lle. 
.c.1.5 Butyl isothiocyo~!lte·. sta.~dard ~olu.tion. 
Pr epare a 0,5(X) g/1 5olution of butyl isothiocyana te in the 
d ichloromcthane O!,_Çhlon:5l'Oïm 14 .1.1). Store at 4 oe . . 
Thi~ solution may be diluted if ~cessary, according to the ex· 
p eeled isothiocyanale!> content of lhe sample. 
.C .1.6 Gose!> for gas chromatography. 
Canier gas : carefully dried nitrogen containing less than 10 mg 
of oxygen per kilogram. • 
Auxilia ry gases : hydrogen and air. 
.C .;> ~eagents for the d eterminatión of VTO 
.C.2.1 Oiethyl ether, spectrophotometric quality. 
.C.2.2 Anti·foo ming agont. for example octan-2-ol. 
.C.2.3 Buffer solution, of pH 71see 4 .1.3) . 
.C.2 . .C Enryme souree lsee 4 .1.4). 
5 Apparatus 
Usual IabDratory equipment and in p a rticular 
5.1 Apparatus for prepa ring the test sample and 
drying the t est portion 
fi .~ - ':>iovo, of aperture size 200 j..Jm. 
.5.1.2 Appa ra tus for the extraction of fat and oil by the 
methad specified in ISO 659 or ISO 734, il necessary. 
.5.1.3 Grindor. 
fi .1 .4 Oesiccator. 
5.1.5 ~nalyticai balance. 
6 .1.6 Elactric oven, capable of being controlled at 
103 ± 2 oe. 
fi.1 .7 Conical flask. of capaci ty 25 mi. 
5.2 Apparatus for the determination of ITC 
5.2.1 Chromllto.gr!!ph, withaflamé ionjzation detector and 
11 recorde r. comprising, fOf example, B&column of Jength 2 m, 
~xternal dia~ler 3,2 mm and internjl diameter 2 mm. tilled 
• 
with 10 % dielh~1un e glycol ~uccinaiC X D~GSJ on 
GAS/eHROMOSOAB P 150 to 180 i-Jm 180 to l ()J me~h) 
ltre<Jied with he xamcthyld isil ;11anel. 
5 .2 .2 Stirror/shaker systom, for conical flasks, or a 
magnotie s t irrer. 
6.2.3 Micro s yringe, of capaci ty 1 ~~· . 
6 .2.4 Pipottes, of capacities 5 ml to 10 ml . 
5.3 Appa ratus for the d e t e rmination of VTO 
6.3.1 Spect rophotom e te r, prefcrably with a . recorder. 
suitable for measurement s in the ultraviolet-
fi.3.2 Stirrer/shaker systom, lor conical f lasks, or a 
magno tie stirrer . 
6.3.3 Conica l flo sks, of capacities 100 and 200 mi. 
6.3.4 Onc-ma rk volumetrie fl os ks, of c.apacities 25 and 
100 mi. 
6.3.5 Beaker, o f Cèpacity 50 ml . 
5.3.6 Sepa rat ing fun nel. of capacitr 50 mi. 
6.3.7 Pipe ne, of capacity 1 mi. 
6 Proce dure 
·6.1 Preparation of the t es t sample 
6.1.1 Oilseoda 
After reducing the labora tory sample in accordance with 
ISO 664, t ake about 10 g of the oilseed a nd de-fat it u sing the 
procedure specified in ISO 659. After removing the solvent, 
grind if n ecessary, so that at least 80 % of tho grindings ob-
tained p ass through the sieve (5. 1. 1) . 
6.1 .2 Oilsee d re s idu es 
As de-fatting is not necess;;ry l or oil conlenis below 5 % . u se 
the o ilseed residues as rcceivcd a lte r grinding, if n eccssary, so 
that at least 80 % of tho grindings obtabed pöss through the 
sieve (5.1.1). 
As results a re expressed re la tive to the d e-faned sample, it is· 
necessary to perlorm a p a rallel deterrnination of the oil content 
of the oilseed resïdue, u sing the method dascribed in ISO 734 
Of any other method. 
However, if the oil content is greater than 5 % (prossod oilseed 
residuesl. Cèrry out d e-fa tting of 10 g of oilsaed residue usi11g 
-the procedure specified in ISO 734. A her eliminstion o f the sol· 
vant. grind, if necessary . 
f . . I 
6.2 Delerminetion of of ITC 
6.2.1 Tt!al portion 
Transfer approximate1{3J?.g oi the test sample 16.1) to_a25 mi -
conic<~l fla sk (5.1.71. wiJich has been previously d11ed nno 
weighed to the nearest-1 mg. PI ace in the oven 15.1 .6), con-
trolled ,at 103 i 2 °C.Áor at least 8 h, and allow~ol In fhe 
desiccator !5. 1.41 to 110om t emperature. 
ISO/DIS I • •• 
' 
2 A .. lhÓ ~u1ulfou Jll}'H.Iu1J r ... vu•y e :nr~u:·uvn. t.:lh&Jit u,,, uu1 hnyttl\ . 
i•nmodiatoly ..111\&r u~e wirh IJ ,.olvl!tl\. 
.. 
6 .3 Determination of VTO 
ö .3.1 
NOT( _ Simuhan~usly, dry I he les\ ponion lo beu~ l or the deler-
mination ol V1 0 in lhr baa\.er 11 this analysis has been requeslod lsee 
6 .3.11. 
Transfer ... a~~~ufëltely 2.2 g of the test sample 16. 1) toa 50 ml 
beaker 1~.' v.•hich has been previously dried and weighed to 
the neerest l mg . PJace in the oven (5.1.6), controlled at ; 
"" · 103"'i '2 oe. for at Ïeast 8 h. and allow to cool in the des,jcca to I 
(5. 1.4) toroom temperature. 
Weigh the:CóniC<ll flask to the nearesl 1 mg .• a~d delermine the 
mass oi,Ahe de-1atted. if neces.sary, and dlred test ponion 
(aboul 2 gl. 
.6.2.2 Datermination 
Jd to the test ponion, 5 mi of the buHer salution (4 .1.3), 
0,25 g of the enz~me souree 14.1 .4) and 10 mi. using the 
JlÎpette (5.2.4). of the standard butyl isothiocyanate solution 
(4 . 1.5) lusinga more dilute solution, n 'lf!Ce<"....s.arvl. . 
Shake for 2 hjusing the slirrer/shaker s~'Siem or ti•c .. ..,gne trc 
sÎr!'er is-.2.21. Allow to separate. or centrifuge n necessary. 
.r. 
Us,jng the microsYJinge 15.2.3). take 1 IJl of the 
dichloromethane or chloroform phasc. avoiding taking any 
particles in suspension, and inject this into the chromatograph 
(5.2.1 ) controlled. lor example, as follows : 
temperature 'of lhe injector : 135 oe 
temperalure olthe column : J).(f'-C ·. 
temperature of the d etector :130 oe 
• pressure or flow rate of the carrier gas : 8J kPa" or flow ra te 
of 20 to 30 mi/min. . . · · 
The order ol elutio_n is as foll ows : 
allyl tsothiocyanate. 
butyl isothiocyanate, 
butenyf isothiocyanate. 
pent.enyl isolhiocyanate. 
NOTE.S 
1 For inlormation. iJ using dierhylene glycol succinate IDEGSI as the 
:slat>onary pha se. the letention times relative .10 butyl i.sothiocyanate 
111e a-s foll~ : · 
~tllyl ~othicxyanate: 0,70 
butenyl r..{)thiocyanate : 1,45_ 
penÏenyl Gothioc.anate: 2.45 . 
• 
Weigh the beaker to the n earest 1 mg, and determine the mas.s 
of the de-fatted, il necessary, and dried test ponion labout 
2 gl. 
6.3.2 Detarmination 
Ouantitatively transfer the test portion into a 200 mi conic.al 
. fles\.: 15.3.3) and add 70 ml of boiling butler solution 14.2.3), 
using some of which to rinse the beaker . Allow 10 cooltoabout 
30 °C, then add 0,50 g of thc enzyme wurce 1~ .2 .41 ano a Ie .., 
::!raps of the anti- foaming agent 1~ . 2.2: ~'Sh-al:e!~~·:h using tht- .·; 
stirrer/shaker system or the magnetic sturer f5.3.21. 
"' 
· l~;ediately transler quantilativelr to a 100 ml' on!' marl 
volumetrie flask 15.3.4), rinsing w ith water, and make up 1o rhe 
mark with water. Filter and collect the filtra te in a 100 :ni coni-
cal fla sk (5.3.3). Shake gently lor 30 s and, br means of the 
pipene 15.3.7). take 1 ml and place it in the 50 mi sepa~atrng 
funnel 15.3.6). Carry out two exrractions of the VlO using 
10 mi of the diethyl ether 14 .2. 1) ea ch time . Coliect the e ther 
layers in a .2S ml o~e-murk volumetrie fiask 15.3.4). and mal.r 
up to the mar~ with diethyl _e rher. 
Delermine the .absorption curve from 220 ·to 280 nm and sub-
lract the absorbance readat 280 nm from that read BI <he max· 
imum absorbance. which. occurs at aboui 250 nm. in order to 
-obtain the absorbance of the test ponion. 
lf the absorbance values obtained are beyond the limits of the 
instrument, dilute as neces.sary with diethyf ether. 
6.3.'3 Blank test 
Carry out a b!ank test under the same condirions, omining th f' 
tes t ponion in order to d elermine the absorbance due to the en-
zymE: sou rce. 
7 Expression of re!rlJits 
' . 
NOTE - for animal,ieddi~g ~~s. the res_uhs sre generally e• P''-"-!-eÖ 
relativs 10 the produci'lls~ived : Thus. if such B mannar of e>.p•es · 
-"on of 1esuirs is required. make the noc~ry c.<>rr&elion s lo '""e into 
&eeount the water 11nd oil contents. 
'\t.< ..:>. _...,.., 
(; 
1
·.1Dic '>'•"'y · .. 
7.1 JTC content 
The ITC conltmt, expr~ed in milligram!. per gram of dry mat· 
ter ol the de-faned sample, h equal to 
m. 
-------199,15 x s. +. 
115,19 X Sr x m 
where 
m i-s the mass, in grams, of the de--faned and dried test 
ponion 16.2.1).;_ 
~ 
m. is the rnas.s, in mifligrams, of butyl isothiocyänate con-
tained in 10 mi of soluli.on fusually 5 mgl; . 
· s. i:s the area of the peak cortesponding to butyl i.sothio-
ljàte; 
·• is the area of th e peak corresponding to allyl isothio-
cyanate; 
Sb is the area of the peak con esponding 10 butenyl 
i.sothiocyanate; 
SP is the are<l of the peak conesponding to pentenyl 
isothiocyanate. 
.JTE - The value 0,9 is the respons-e. coeHicient of pentenyl i.s.othio-
ana te. 
7.2 VTO content 
The VTO content, expt'es5ed in milligrams per gram of dry 
maner of the de-faned sample, is equalto 
where 
~ 
I 
/ 
Ar is the abwrbanee of the t est wlu tion 16.3.2); 
A 8 is the absorbance of the blank tesi s.olution (6.3.31; 
CP is a coetii_ctem m prop;nionality, equal 1Ó 8,20;,.,. 
m i:s_ the ma ss, in grams, of the test portion 16.3. 1). 
A simplified formula may thu.s be derived 
20,5 x (AE -A 8 l 
m 
c 
H 
Ta\..e into account any dilution of the test s.olution. 
8 Test report 
The iest repon shafl show the me thod us.ed and the result!> ob-
tained. 11 shafl .also mention any operating details not spl'Cifred 
in this International Standa rd, or regardedas optional. logether 
with .any incidents likely to have .aHected the results. 
The test repon shall give all the information neces.sary for the 
. ~omplet~~d_:nti~i:._ation of the sample. 
\ 
INTERN ANALY SEVOORSCHRIFT NR . 71 D 143 
1e oplage (1983- 06-01) 
OLIEZADEN EN OLIEZAAD RESIDUEN - BEPALING VAN VINYL- THIONE- OXAZOLIDINE 
(VTO) HET BEHULP VAN SPEKTROFOTOHETRIE 
Verzendlijst: bibliotheek (5x), sektorhoofd, afd. Normalisatie, afd. 
Koolhydraat- Vetchemie (4x). 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. 71 D 143 
l e oplage (1983-06-01) 
Oliezaden en oliezaad residuen - Bepaling van vinyl-thione-oxazolidine 
(VTO) met behulp van spektrofotometrie 
1 . Toepassingsgebied 
Deze methode beschrijft de bepaling van vinyl-thione-oxazolidine (VTO) 
gevormd door enzymatische hydrolyse van glucosinaten in oliezaden, 
oliezaadschroten en diervoeders. De methode is bruikbaar voor het 
bepalen van hoge gehalten vanaf ca . 500 mg/kg (0 , 05%). 
Aanwezige vrije VTO wordt met deze methode meebepaald. 
2. Referentiemethoden 
ISO 659 Oilseeds - Determination of hexane extract (or light petroleum 
extract) , called "oil content". 
ISO 664 Oilseeds - Reduction of contract samples to analysis sampl es . 
ISO 734 Oilseed residues - Determination of hexane extract (or light 
petroleum extract), called "oil content". 
ISO/DIS 5504 Oilseeds and oilseed residues - Determination of isothio-
cyanates and vinyl-thiooxazolidone . 
3. Principe 
Na het verwijderen van de olie of vetten (ontvetten) van het oliezaad 
of het oliezaadschroot, enz~1atische hydrolyse van de glucosinaten en 
extractie van het VTO met di-ethyl-ether wordt het VTO spektrofoto-
metrisch bepaald . 
4. Reagentia 
Alle reagentia dienen van p.a. kwaliteit te zijn . Onder water wordt 
verstaan gedestilleerd water. 
4 . 1 Di-ethyl-ether, spektrofotometrische kwaliteit. 
4.2 n-Hexaan of als dit ontbreekt petroleumether (kooktraject 40 tot 
60°C). 
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4.3 Fo s f aatbuff e roplo s sing pH 7t in de handel verkrijgbaart of bij-
voorbeeld een oplossing als volgt bereid: 
Schenk 35,3 ml van een Otl M/1 citroe nzuur (C6H8o7 .H20) oplossing 
(21t01 g/1) in een maatkolf van 200 ml en vul aan met een Ot2 M/1 
oplossing van dinatriumhydrogeenorthofosfaatdihydraat (Na 2HP04 .2H2o) 
(35,61 g/1). Mengt controle er de pH en corrigeer indi e n nodig door 
toevoeging van extra citroenzuur da nwel het dinatriumhydrogeenfosfaat. 
4.4 Enzymt bereid uit wit mosterdzaad (sinapis alba L). 
Maal kiemkrachtige witte mosterdzaden zodat tenminste 80% een zeef van 
280 ~m passeert. 
Verwijder de olie of het vet met behulp van een koude extractie met 
hexaan (4.2). Voer de extractie zo uit dat niet meer dan 2% olie in 
het produkt overblijft en zodanig dat de temperatuur van de zaden niet 
boven de 30°C komt. 
Verwijder resten oplosmiddel bij kamertemperatuurt bij voorkeur met 
behulp van een zachte luchtstroom. 
Bewaar he t aldus bere ide enzymmonste r bij 4°C in een he rmetisch geslo-
ten glazen fles. 
Onder deze omstandigheden is de houdbaarheid 6 wekent maar het ver-
dient de voorkeur om het enzymmonster vers te bereid e n. 
Er dient een blanco bepaling uitgevoerd te worden daar het enzym ook 
VTO bevat . 
4.5 Anti- schuimmiddel, bijvoorbeeld octanol-2. 
5. Apparatuur 
Gebruikelijke laboratoriumbenodigdheden alsmede: 
5 . 1 Appa ra t uur voor de mon s t e rvoorbe r e iding . 
5.1 .1 Zeef met maaswijdte 280 ~m . 
5 .1. 2 Soxhletapparatuur om olie en vet te extraheren volgens de 
methode beschreven in ISO 659 of een schudkogelmolen (Prolabo) zoals 
beschreven in ISO 734. 
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5.1 . 3 Droogoven instelbaar op 103 + 2°C . 
5.1.4 Schudapparaat, geschikt voor erlenmeyers, of een magnetische 
roerder. 
5.1 . 5 Scheitrechter van 50 ml. 
5 . 2 Apparatuur voor de bepaling van VTO. 
5.2.1 Spektrofotometer, geschikt voor metingen in het UV gebied 
(220- 280 nm), gekoppeld aan een recorder. 
6. \verkwijze 
6.1 Voorbereiden van het analysemonster . 
6 .l.l Oliezad en 
Neem, na verkleinen van het laboratori~1monster volgens ISO 664, ca . 
10 g van het monster en ontvet he t volgens de methode in ISO 659. 
Maal, na het verwijderen van het oplosmiddel, zodat tenminste 80% van 
de korrels de zeef passeert. 
6.1.2 Oliezaadschroten 
Ontvet 10 g van het oliezaadschroot door middel van de procedure 
beschreven in ISO 734. 
Na het verwijderen van het oplosmiddel, indien nodig, malen zodat ten-
minste 80% van de korrels de zeef passeert. 
6.2 Werkwijze 
Weeg af 2 g van het analysemonster tot op l mg nauwkeurig in een 
erlenmeyer van 200 ml . Voeg toe 70 ml kokend e buffer . Laat afkoelen 
tot ongeveer 30°C , voeg toe 0,5 gram van het enzymmonster (op 10 mg 
nam~keurig) en enkele druppels anti-schuim. Schud gedurende 2 uur met 
behulp van het schudapparaat, of de magnetische roerder. 
Spoel onmiddellijk over met behulp van water in een maatkolf van 100 
ml en vul aan tot 100 ml met water. Heng, filtreer en vang het filtraat 
op in een erl enmeyer van 100 ml. 
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Z\venk voorzichtig gedur e nde 30 sec en pipe t t eer 1 m1 in de 
schei trechte r van 50 ml. Extrahee r tweema~l met 10 ml di- ethyl-e ther . 
Verzamel de etherfracties in een maatkolf van 25 ml, en vul aan tot 
25 ml met di-ethyl-e ther en meng. 
Bepaal de extinctie-curve va n 220 tot 280 nm. De maximale extinctie 
(bij ongeveer 250 nm) wordt vermind e rd me t de extinctie bij 280 nm . 
Zijn de verkregen extincties buiten de limit van he t i nstrument, ve~ 
dun de meetoplossing dan me t di-ethyl- ether. 
Vo e r een blanco bepaling uit, zonder toevoeging van het analysemonster, 
om de extinctie van het enzymmengsel te bepalen. 
7. Bere kening van de resultaten 
7.1 VTü-gehalte in mg/gr 
(Ae- Ab) CP x F x 2,5 
m 
waarbij: 
Ae extinctie van het analysemonster 
Ab extinctie van de blanco bepaling 
CP coëfficiënt (empirisch bepaald) gelijk aan 8,20 
m massa analysemonster, in grammen 
F eventuele verdunnings factor. 
7.2 He t resultaat wordt uitgedrukt op de vetvrije droge stof, danwel 
het oorspronkelijk monster in hele getallen. 
8 . Herhaalbaarheid en Reproduceerbaarheld 
Het verschil tussen twee bepalingen kort na elkaar ui tgevoerd door 
dezelfde analist mag niet meer bedragen dan 0,5 mg/gr. 
De interne reproducee rbaarheid wordt vermoedelijk beïnvloed door de 
bewaring van het monster. Het verschil tussen twee bepalingen 1-2 
maanden na elkaar uitgevoerd mag niet meer bedragen dan 2 mg/gr • 
. -
Verantwoordelijk: drs B.G. Muuse 
Samenstellers/medewerkers: M.L. Essers, 
Dl43.4 Es/H 
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l KTERK AKALYS EVOORS CHRIFT NR. 71 D 141 
(v e rt a alde lSO methode) • 
le oplage (1982-09-30) 
OLlEZADEN EN OLIEZAAD RESIDUEN- BEPALING VAR ISOTHIOCYANATEN (!TC) . 
Verzendlijst: bibliotheek (5x), sektorhoofd, afd . Normalisatie, afd . 
Akke rbouw ( 4x) . 
Dl41.0 
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li\ JTRJ\ ANALYS!::VOORSCHRlfT NR. 71 D 141 
(vertaalde lSO methode) 
le oplage (1982- 09-30) 
• 
Oliezaden e n oliezaad r es iduen - Bepa ling van isothiocyanaten (ITC) 
1. Toepassingsgebied 
Deze int ernationale standaard beschrijft een methode voor de be paling 
van isothiocyanaten (ITC) gevormd door enzymatische hydrolyse van glu-
cosinolaten in oliezaden en oliezaadschroten of diervoeders. 
Onder de beschreven omstandigheden, houdt de methode geen rekening met 
aanwezige vrije isothiocyanaten . De methode is bruikbaa r voor gehalt en 
boven 20 mg per kg per component. 
2 . Referentiemethoden 
ISO 659 Oil seeds - Determination of hexane extrac t (or light petrol eum 
extract), called "oil content". 
ISO 664 Oilseeds - Requction of contract samples to analysis samples. 
ISO 734 Oilseed residu es - Determination of hexane extract (or light 
petroleum extract), called "oil content". 
3 . Principe 
Na het verwijderen van de olie of vetten (ontvetten) van het oliezaad 
of het oliezaadschroot, enzymatische hydrolyse van de glucosinaten en 
extracti e van de isothiocya naten met dichloormethaan "'orden d e isothio-
cyanaten bepaald met be hulp van gaschromatografie . 
4 . Reagentia 
Alle reagentia dienen van p . a. kwaliteit te zijn. Onder wa ter wordt 
verstaan gedestilleerd water . 
4.1 Reagentia voor de bepaling van i s othiocyanaten. 
4.1.1 Dichloormethaan of a ls dit ontbreekt, chloroform . 
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4 . 1 . 2 n- He xa-3 n of als dit ontbreek t petro l e umether (k ook tr a j ec t 40 tot 
60"C ). 
4 . 1 . 3 Fosfaatbufferoploss ing pH 7, in de handel verkrijgbaar, of bij-
voorbeeld een oplossing als volgt bereid: 
Schenk, 35,3 ml van een 0,1 mol/1 citroenzuur (C6H8o7 .H 20) oplossing 
(21 , 01 g/1) in een maatkolf van 200 ml en vul aan met een 0,2 mol/1 
oplossing van dinatriumhydrogeenorthofosfaatd ihydraat (Na 2HP04.2H 20) 
(35,61 g/1) . Meng en controleer de pH en corrigeer indien nodig door 
toevoeging van extra citroenzuur danwel het dinatriumhyd rogeenfosfaat . 
4.1.4 Enzym, bereid uit wit mosterdzaad (sinapis alba 1)1). 
Maal kiemkrachtige witte mosterdzaden zodat tenminste 80% een zeef van 
280 ~m passeert. 
Ver\o.'ijder de olie of het vet met behulp van een koude extractie met 
h exaan (4 . 1.2). Voer de extractie zo uit dat niet mee r dan 2% olie in 
het produkt overblijft en zodanig dat de temperatuur van de zaden niet 
boven de 30°C komt, bijvoorbeeld met een dubbelwandig soxhlet apparaa t. 
Vendjder resten oplosmiddel bij kamertemperatuur, bij voorkeur met 
behulp van een zachte·luchtstroom. 
Bewaar het aldus bereide enzymmonster bij 4°C in een hermetisch ges lo-
ten glazen fles. 
Onder deze omstandigheden is de houdbaarheid 6 weken, maar het ver-
dient de voorkeur om het enzymmonster vers te bereiden . 
Het is aan te bevelen om een blancobepaling uit te voeren om zeker te 
zijn dat het enzymmonster geen ITC be\•at. 
4.1.5 Butyl-isothiocyanaat, standaardoplossing 
Los op 0, 500 g butyl-isothiocyanaat in l liter dichloormethaan of 
chlorof orm , be\..'aar bij 4°C . De ze oploss ing àient zonodig verdund te 
worden, afhankelijk van de verwachte concentratie in het monster . 
4.1.6 Gassen voor de gaschromatografie 
Draaggas : zorgvuldig gedroogde stikstof met minder dan 10 mg zuurs tof 
per kilogram. 
Hulpgassen: waterstof en lucht. 
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5 . !:E.P~ ra ~_:J~ 
Gebruikelijke laboratoriumbenodigdhede n alsmede : 
. 
5.1 Apparatuur voor de monstervoorbereiding. 
5.1 . 1 Zeef met maaswijdte 280 ~m. 
5.1 . 2 Soxhletapparatuur om olie en vet te extraher en volgens de 
methode beschreven in lSO 659 of ISO 734 indien noodzakelijk. 
5. 1. 3 Slagkruismolen. 
5 .1 .4 Droogoven instelbaar op 103 + 2°C. 
5.2 Apparatuur voor de bepaling van isothiocyanaat. 
5.2.1 Gaschromatograaf met vlamionisatiede tector en een recorder, glas-
kolom met l engte 2 m, inw. diameter 2 mm, gevuld met 15~ Silar 9 CP op 
chromosorb WAW 100-120. 
5 . 2 . 2 Schud apparaa t voor er l enmeye r s of een magnetische roerder . 
5 . 2 . 3 Micro injectiespuit 1 ~1. 
6.1 Voorbereiden van het ana l ysemonster. 
6 . 1.1 Oliezaàen 
Neem, na verkleinen van het laboratoriummonste r vo l gens ISO 664, ca. 
10 g van het monster en ontvet het volgens de me thode in ISO 659. 
Naal na het verwijderen van het oplosmiddel, zoda t tenminste 80% van 
de korrels de zeef pas seert (5 .1 . 1 ). 
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6.1.2 Oliezaa dschr o ten 
Ontvet 10 g van het o li ezaadschroot door middel van de procedure 
beschreven in lSO 734. 
Na het verwijderen van het oplosmiddel, malen indien nodig, zodat ten-
minste 80% van de korrels de zeef passeert. 
6.2 Bepaling van de isothiocyanaten 
6.2 .1 Analysemonster 
Weeg af ca. 2,2 g van h et analysemonster tot op 1 mg nauwkeurig (6.1) 
in een erlenmeyer van 25 ml. 
6.2.2 Bepaling 
Voeg toe aan het analysemonster, 5 ml bufferoplossing (4.1.3), 0,25 g 
van het enzymmonster (4.1.4) en 10 ml gepipetteerde standaard butyl-
iso t hiocyanaat (4.1.5) oplossing (gebruik eventueel een meer verdunde 
oploss ing indien het piekoppervlak minder is dan 10% van de interne 
s tandaard) . 
Schud gedurende 2 uur met behulp van een schudapparaat of magneet-
roerder. 
Laat de vloeistof scheiden en of centrifugeer. Zuig de b~~enstaan~e 
waterfase af en injecteer 1 ~1 van de organische fase in de gasc~roma­
tograaf. 
Gaschromatografische omstandigheden: 
injectietemperatuur 135°C 
kolomt e mpe ratuur 100 GC 
detectiet emperatuur l30°C. 
Draaggasdebiet 20 tot 30 ml/min. 
Bij silar 9 CP als stationaire fase zijn de relatieve retentietijden 
ten o pzichte van butylisothiocyanaat als volgt: 
allylisothiocyanaat 
butenylisothiocyanaat 
pentenylisothiocyanaat 
Noot: 
0,61 
1, 18 
1,96 
1. Daar de injectievloeistof corros i ewe rkend is di e nst de inje ctie-
s puit n ages poe ld t e word e n met b.v. hexaan. 
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7. Berekening van de resultaten 
' 7.1 Isothiocyanaat gehalte . 
( 
' 
Het isothiocyanaat gehalte in massaprocenten vetvrij materiaal is 
equivalent met: 
Me (1, 2 S + 1, 0 Sb + 0, 9 S ) • 0,1 
a p 
"'aar bij: 
m de massa in grammen van de vetvrije inweeg (6.2.1) 
M e de massa in milligrammen van de butylisothiocyanaat in 10 ml 
lossing (normaal 5 mg) 
s het piekoppervlak van de butylisothiocynaatpiek 
e 
s het piekoppervlak van de allylisothiocynaatpiek 
a 
Sb het piekoppervlak van de butenylisothiocynaatpiek 
s p het piekoppervlak van de pentenylisothiocynaatpiek 
7 . 2 Glucos inolaatgehalte op basis van ITC 
op-
He t glucosinolaatgehalte op basis van de isothiocyanaten in massapro-
c e nten vetvrij materiaal is equivalent met: 
Me 
waarbij de symbolen dezelfde betekenis hebben als bij 7 . 1. 
7.3 Het res ultaat dient uitgedrukt te worden tot op 1 decimaal nauw-
keur i g, met duidelijke vermelding op welke component het gehalte be-
trekking heeft, berekend op de vetvrije waar. 
Verantwoordelijk: drs B.G. Muuse 
Fr ij~ Samenstellers/medewerkers: T.C. Wolters, L.M.H. 
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